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摘要 : 根据 信号 肽 N 端 电荷 数 , 选择 Sec A Tat 两 种 途径 的 信号 肽 构建 枯草 节 孢 杆菌 穿 
梭 质 粒 ， 首 次 实现 Bacillus cereus R Z US PG AA EA Bacillus subtilis "P 8942 35 RK. Tat 
途径 信号 肘 PhoD 促进 蛋白 分 沁 的 效果 最 好 ， 胞 外 酶 活力 达 20.2$U/ml， 为 不 添加 信号 肽 的 
2.2 倍 ， 信 号 肽 N 端 较 多 的 电荷 数 ， 可 能 有 利于 多 聚 体 蛋 白 的 分 光 。 对 表达 产物 进行 纯化 和 
酶 学 性 质 测 定 。 结 果 表 明 ， 纯 酶 比 酶 活 为 13U/mg; L-Leucine 为 底 物 时 酶 的 Km 为 6.17mM, 
Vmax 为 14.49umolmin1.mg-1; 底 物 特异 性 研究 发 现 ， 酶 与 天 然 底 物 L-Leucine 的 亲 和 性 最 
好 ， 对 一 些 脂 肪 族 和 氨基 酸 也 有 活性 ， 对 芳香 族 和 氨基 酸 L-Phenylalanine 无 活性 ; 酶 的 最 适 pH 
为 10.5-12, pH 稳定 范围 为 5.0-11.0; 最 适 反 应 温度 为 55"C; 圆 二 色谱 变温 扫描 酶 二 级 结构 
变化 , a 螺旋 含量 随 温度 升 高 逐渐 降低 ; 差 示 扫描 微量 热 技 术 (DSC) 测 定 酶 的 解 折 有 王 温 度 (Tm 
值 ) 为 64.13"C， 表 明 该 酶 具有 较 好 耐 热 性 。 


关键 词 ”信号 肽 亮 氨 酸 脱 气 酶 枯草 节 孢 杆菌 酶 学 性 质 


FARMAN (EC 1.4.1.9, LeuDH) 以 NAD” 为 辅酶 ， 能 可 逆 的 催化 工 - 亮 
氨 酸 及 一 些 支 链 氨 基 酸 产生 相应 的 酮 酸 及 其 类 似 物 , 也 可 以 催化 a- 酮 酸 还 原 成 手 
性 氨基 酸 趾 。 亮 氨 酸 脱氧 酶 可 用 于 医药 中 间 体 手 性 氨基 酸 的 生物 催化 中， 临床 生 
化 诊断 上 ， 可 偶 联 尿 酶 测定 血清 中 尿素 含量 ， 辅 助 检测 肾脏 疾病 名 以 及 分 析 血 清 
中 亮 氨 酸 氨 肽 酶 等 内 
目前 研究 较 多 的 亮 氨 酸 脱氧 酶 主要 来 源 于 芽孢 杆菌 ， 多 为 6-8 个 亚 基 的 同 源 
聚 体 。 研 究 者 利用 单 亚 基 基 因 构建 基 因 工 程 菌 。Baucilus cereus DSM626 来 源 
的 亮 氨 酸 脱 氧 酶 在 E.coli 中 过 表达 ， 粗 酶 液 酶 活 为 16U/mg， 活 性 酶 占 可 溶性 蛋 
128965! Bacillus cereus ATCC14579 KHR ARKA, E E.coli 中 实现 高 
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效 表达 ,重组 菌 粗 酶 液 比 酶 活 为 7.59U/mgl9; Bacillus sphaericus IFO 3525 来 源 的 
Fe ZAR Ait ALBEE E.coli JM109 中 表达 后 的 比 酶 活 为 10.6U/mg， 是 原始 菌 酶 活 的 
25 倍 中 。 这 些 研究 主要 集中 在 大 肠 杆菌 的 异 源 表达 。 基 于 亮 氮 酸 脱氧 酶 在 制药 
方面 的 应 用 ,对 酶 的 安全 性 要 求 更 高 ， 有 必要 选择 安全 性 更 高 表达 宿主 。 相 比 大 
肠 杆菌 ，B.subtilis 具有 不 易 形 成 包涵 体 、 表 达 产 物 直接 分 泌 到 胞 外 ， 后 期 分 离 纯 
化 便利 等 优点 ， 有 较 好 的 工业 生产 应 用 基础 。 

选择 合适 的 信号 肽 是 实现 异 源 蛋 白 在 枯草 芽孢 杆菌 中 高 效 分 泌 表 达 的 有 效 
手段 。 目 前 ， 对 于 信号 肽 与 蛋白 质 本 身 的 相 容 性 缺乏 了 解 ， 最 佳 信号 肽 的 获得 只 
能 通过 大 量 筛选 实现 。 在 B.subtilis 中 研究 较 多 的 为 Sec 和 Tat 途径 , 这 两 种 途径 
的 信号 肽 有 相似 的 结构 : CIO 带 正 电荷 的 N 端 (2) ize HX GO 含有 信 
号 肽 酶 识别 位 点 的 C 区 。Tat 途径 在 结构 上 有 明显 的 双 精 氨 酸 模型 SRRx®O, o 
为 疏水 氨基 酸 残 基 ，x 为 任意 氮 基 酸 残 基因。 信和 号 肽 结构 和 分 泌 路 径 对 蛋白 分 泌 
影响 显著 ，Sagiya 等 四 通过 增加 N 端 电荷 数 ， 使 金枪鱼 生长 激素 QGH) FEA 
240mg/L， 产 率 增加 了 10 fi. Gabriela Flores 等 00 将 异 源 二 聚 体 青霉素 G 酸化 酶 

(PGA) 构建 为 单 链 PGA， 当 使 用 Sec 途径 前 导 肽 时 ， 产 生 功 能 性 单 链 变 体 ， 

使 用 Tat 途径 没有 产生 活性 蛋白 ， 可 见 信号 肽 分 泌 路 径 及 结构 对 重组 蛋白 实现 最 
佳 分 泌 表 达 至 关 重 要 。 

本 实验 将 B.cereus ATCC14579 的 亮 氨 酸 脱氧 酶 基因 在 枯草 芽孢 杆菌 中 进行 
AA. 并 根据 信号 肽 N 端 电荷 数 , 选择 4 种 Sec 途径 信号 肽 LipB、NprE、AmyQ 
All SacB 及 3 种 Tat 途径 信号 肽 LipA、YwbN 和 PhoD 构建 分 泌 表 达 质 粒 。 比 较 
不 同 信号 肽 对 亮 氨 酸 脱氧 酶 分 泌 表 达 的 影响 。 对 获得 的 亮 氨 酸 脱氧 酶 进行 酶 学 特 
性 研究 ， 为 工业 上 实现 B.cereus 生产 亮 氮 酸 脱氧 酶 提供 研究 基础 。 
1 材料 与 方法 
1.1 材 料 
1.1.1 菌株 和 质粒 ”Ecoli JM109、B.subtilis 168、 表 达 质 粒 pMA5、pHT43 均 
由 本 实验 室 保 存 ; 亮 氨 酸 脱氧 酶 基因 Cleudh) 由 南京 金 斯 瑞 合 成 。 
1.1.2 主要 试剂 ”限制 性 内 切 酶 、T4 DNA 连接 酶 、rTaq DNA 聚合 酶 、 蛋 白质 
Low Marker. DNA Marker 均 购 自 大 连 宝 生物 有 限 公 司 ; DNA 凝 胶 回 收 试剂 盒 : 
Axygen; 划 兰 氏 阳 性 细菌 DNA dite, ARK. MEARE: 上 海 生 工 股 份 有 


限 公 司 ; 其 他 所 用 试剂 均 购 于 国药 集团 药 业 股份 有 限 公司 。 

1.1.3 XE LB 培养 基 (g/1): RAR 10g, 酵母 粉 Sg，NaCl 10g; TB 培养 
dk Cg/D: 蛋白 及 12g, FERE) 24g, 甘油 Sg, K2HPO4.3H2O 16.43g, KH?PO42.3g. 
1.2 方 法 

1.2.1 重组 质粒 pMA5-leudh 的 构建 ”以 全 基因 合成 的 leudh 为 模板 , 引物 F1/R1 
CC 端 引入 6XHis) 进行 PCR， 引 入 酶 切 位 点 BamH VMlu 1. 分别 对 PCR 产物 、 
质粒 pMAS5 双 酶 切 ， 跑 胶 回 收 片段 用 TA DNA 连接 酶 连接 过 夜 ， 得 到 重组 质粒 
pMAS-leudh. 转化 E.coli JM109, 阳性 转化 子 由 苏州 泓 讯 生 物 有 限 公 司 进 行 测序 。 
12.20 仿 不 同 信 号 肽 重组 质粒 的 构建 ”以 B.subtilis 168 的 DNA Aiki, (DNA 
抽 提 参考 试剂 盒 )， 设 计 引 物 PCR 扩 增 信号 肽 序列 ， 引 入 Nde VBamHI 位 点 ， 双 
酶 切 信号 肽 序列 及 pMA5-lex4h， 跑 胶 回 收 后 酶 连 转化 E.coli JM109， 菌 落 PCR 
验证 阳性 转化 子 并 测序 。 其 中 信号 肽 AmyQ 克隆 模板 为 pHT43。 

12.3 ”重组 菌 培养 条 件 将 重组 质粒 转化 B.subtilis 168， 具 体 方法 参考 江南 大 学 
夏 雨 博士 论文 UU. DERIUET LB 培养 基 (100ug/ml Kan") 中 培养 过 夜 ， 次 日 
按 5% 接 种 量 转 接 至 50ml TB 培养 基 “(100ug/ml Kan") 中 培养 48h JH, 4°C, 
8000r/min 离心 10 min， 收 集 发 酵 上 清 液 。 

表 1 引物 序列 表 


Tablel List of primers 


Name Sequence 
Fl CGCGGATCCATGACCCTGGAGATCTCCGAAT 
Rl CGACGCGTTTAATGATGATGATGATGATGACGACGGCTAATGATATC 
GTGACCG 


LipA-F GGGAATTCCATATGAAATTTGTAAAAAGAAGGATC 
LipA-R CGCGGATCCGGCTTTTGCTGACGGCTG 

SacB-F GGGAATTCCATATGAACATCAAAAAGTTTGCAAAAC 
SacB-R CGCGGATCCCGCAAACGCTTGAGTTGCGCCT 
AmyQ-F GGGAATTCCATATGATTCAAAAACGAAAGCGGACAG 
AmyQ-R CGCGGATCCTACGGCTGATGTTTTTGTAATC 


LipB-F GGGAATTCCATATGGTGAAAAAAGTACTTATGGCAT 


LipB-R CGCGGATCCAGCTTTTGCGCCAGACGGCGGAG 
NprE-F GGGAATTCCATATGGGTTTAGGTAAGAAAT 
NprE-R CGCGGATCCACCTTCAGCAGCCTGAAC 

PhoD-F GGGAATTCCATATGGCATACGACAGTCGTTTTG 
PhoD-R CGCGGATCCGGCCCCAACCGACTGGGCAATC 

Y wbN-F GGGAATTCCATATGAGCGATGAACAAAAAAAGCC 
YwbN-R CGCGGATCCCGCAACGGCTGCCCCCGCCAT 


ik: 下 划 线 为 限制 酶 酶 切 位 点 


1.2.4 重组 LeuDH 活 测定 及 SDS-PAGE 分 析 反应 体系 3m, EE 20mM HA 
酸 的 0.2M 甘氨酸 -KCI-KOH (pH 10.5) 缓冲 液 中 加 入 12.5mM NADA, 37°C 
平衡 5 min 后 加 入 酶 液 摇 勾 ， 不 加 酶 液 为 对 照 ，340nm 波长 测定 3 min 内 吸光 值 
变化 。 酶 活 定义 为 上 述 条 件 下 ， 每 分 钟 生 成 lumol NADH 所 需 的 酶 量 为 一 个 酶 
活 单 位 。 重 组 酶 用 SDS-PAGE 进行 表 观 分 子 量 估算 ， 采 用 Bradford ANN zz £& 
白 浓度 。 

1.2.5 重组 LeuDH 的 纯化 ”将 发 酵 液 于 4C，8000r/min 离心 30 min, WEW. 
上 清 过 0.45um 滤 膜 ， 通 过 AKTA avant 上 样 亲 和 层 析 柱 HistrpHP lml。 

1.2.6 重组 LeuDH 酶 学 性 质 分 析 

1.2.6.1 动力 学 参数 测定 M 0.2M 甘氨酸 -KCI-KOH 溶液 配置 不 同 浓度 的 亮 氨 
酸 -甘氨酸 -KClI-KOH 溶液 (0.2-20mM), 测 定 相 应 浓度 酶 活 。 利 用 Lineweaver-Burk 
双 倒 数 作 图 法 ， 求 出 酶 的 Km 和 Vmax 值 。 

12.62 ” 底 物 特异 性 测定 ”将 20mM 的 不 同 底 物 L-Leucine 、L-Valine、 
L-Isoleucine、L-Norvaline 、L-Methionine、L-Phenylalanine、L-Ala， 用 0.2M 甘 
氨 酸 -KCl-KOH 溶液 溶解 ， 加 入 等 浓度 酶 液 ， 以 L-leucine 活性 为 100%， 测 定 其 
他 底 物 的 相对 活性 。 

12.63 ”最 适 温度 和 温度 稳定 性 在 30-85SC 范 围 内 测定 亮 氨 酸 脱氧 酶 酶 活 ， 确 
定 最 适 反 应 温度 。 将 酶 液 分 别 放 入 30、37、40、50、55、60、65、70'C 条 件 下 ， 
于 25mM 磷酸 缓冲 液 中 放置 20 min， 测 定 不 同 温 度 下 酶 活力 。 

1.2.6.4 RÆ pH 及 pH 稳定 性 配置 pH 73 8.0-12.0 的 亮 氮 酸 -甘氨酸 -KCLKOH 
溶液 , 按 酶 活检 测 方法 测 活 性 。 将 酶 液 分 别 用 pH 73 4.0-12.0 的 缓冲 液 稀 释 ,于 25°C 
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放置 16h， 测 定 酶 活 。 
1.2.6.5 圆 二 色谱 测定 二 级 结构 ， 取 酶 液 〈0.08mg/ml， 绥 冲 液体 系 为 水 ) 进行 
变温 二 级 结构 测定 。 分 析 条 件 为 : 扫描 波长 190-220nm， 比 色 严 直径 lem， 分 别 
测定 23、45、53、65、85C 下 酶 液 的 覃 圆 率 (9)， 通 过 在 线 网 站 
http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/process.shtml 预测 二 级 结构 。 
1.2.6.6 Zo dd 0 E DU (Nano DSC) 测定 Tm 值 ”将 酶 液 用 PB 缓冲 液 透 析 
8h， 降 低 盐 离子 浓度 。 超 滤 浓 缩 纯 酶 至 0.2-1mg/ml， 通 过 Nano DSC 测定 纯 酶 的 
Tm 值 。 数 据 由 Launch NanoAnalyze 软件 分 析 拟 合 
2 结果 与 讨论 
2.1 重组 LeuDH 的 表达 及 鉴定 

全 合成 B.cereus ATCC14579 源 的 leudh 为 模板 , PCR 扩 增 目的 基因 ,电泳 鉴 
定 大 小 与 理论 相符 ， 目 的 基因 与 pMAS 构建 表达 载体 pMAS-leudh, XX BU) US UE 
正确 ， 见 图 1。 重 组 质粒 转化 宿主 构建 重组 菌 B.subtilis 168/pMAS-leudh, WER 
达 测 定 上 清 活性 为 9.04U/ml。 对 表达 蛋白 进行 SDS-PAGE 2) Pru] Au, se sk B Ii 
氢 酶 分 子 量 大 小 约 44kDa (图 2). 


(a) (b) 


1 重组 质粒 pMAS-leudh 的 PCR (a) 与 双 酶 切 (b) 验 证 


Fig. 2-1 PCR of /eudh (a) and pMA5-/leudh by restriction digestion(b) 
(a) M: marker 1: /eudh (b) M: marker 1: restriction digestion pMAS-/eudh by BamH I 


and MIu I 2: pMA5-leudh 
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图 2 重组 菌 SDS-PAGE 分 析 


Fig. 2 SDS-PAGE analysis of expressed LeuDH 
M: Protein Marker(Low) 1: extracellular of B.subtilis 168/pMAS 2: extracellular of 
B.subtilis 168/pMA5-leudh 
22 ”不同 信 号 肽 对 亮 氨 酸 脱 氢 酶 分 泼 表达 水 平 的 影响 
按照 N 端正 电荷 数 不 同 ， 选 择 Sec 和 Tat 两 种 途径 中 共 7 种 信号 肽 ， 其 中 
AmyQ. SacB. LipB. NprE 为 Sec 途径 ，N 端 电荷 数 分 别 为 4、3、2、2; PhoD、 
YwbN、LipA 为 Tat 途径 ，N 端 电荷 数 分 别 为 6、5、4。 将 7 种 信号 肽 通过 质粒 
pMAS 上 Nde 1/BamH 1 酶 切 位 点 插入 Idh 基因 前 端 , 构建 分 泌 表达 质粒 ,如 图 3。 


Ndel BamHI Miu I 
a PhoD 
N: ER A YwN 
Ip LipA 
NprE = 


3 信号 肽 构建 示意 图 
Fig3 Schematic diagram of signal peptides 
Zy Promoter Punpa; [Different signal peptides; [ ]/eudh:leucine dehydrogenase gene 


表 2 不 同 信号 肽 引导 的 LeuDH 活性 比较 


Table 2 Comparision of LeuDH activity via different Signal peptides 


SP 分 泌 途 径 SP N 端 电荷 数 胞 外 活性 〈Uml) 


AmyQ 4 16.80 
SacB 3 14.09 
Sec 
LipB 2 0.23 
NprE 2 0.13 
PhoD 6 20.25 
Tat YwbN 5 1.91 
LipA 4 0.78 


结果 表明 , Tat 途径 PhoD 胞 外 表达 量 最 高 , 活性 20.25U/ml; Sec 途径 中 AmyQ 
和 SacB 表达 效果 较 好 ， 胞 外 活性 分 别 为 16.80U/ml 和 14.09U/ml，Tat 途径 信号 
肽 优 于 Sec 途径 信号 肽 ， 见 表 2。Tat 途径 最 大 特点 是 利于 转运 折 肢 后 蛋白 及 多 
AER US, B.cereus 源 的 LeuDH 多 为 同 源 多 聚 体 ， 该 酶 在 PhoD 信和 号 肽 引导 
下 ， 分 泌 效 果 最 好 ， 说 明 Tat 途径 更 适合 LeuDH 的 分 泌 表 达 。 分 析 Sec 途径 信 
号 肽 分 泌 效 果 ， 可 看 出 N 端 电荷 数 为 2 的 LipB 和 NprE 信号 肽 ， 胞 外 分 泌 量 明 
显 低 于 N 端 电荷 数 为 3、4 的 SacB 和 AmyQ 信号 肽 ; Tat 途径 中 N 端 电荷 数 为 6 
的 PhoD 分 泌 最 佳 ， 电 荷 数 为 4 的 LipA 信号 肽 最 差 。 两 种 途径 呈现 相同 效果 ， 

N 端 电 蓓 数 高 ， 和 蛋白 分 泌 表达 量 高 ， 证 明 N 端 电 蓓 数 影 响 蛋 白 分 泌 表 达 ， 电 和 蓓 
数 提高 有 促进 作用 。 信 和 号 肽 YwbN、LipA、LipB 和 NprE 分 泌 量 低 可 能 是 多 肽 中 
的 新 的 结构 域 排列 对 mRNA 的 转录 翻译 造成 影响 ， 导 致 活性 降低 。 各 重组 菌 


SDS-PAGE 分 析 见 图 4。 
kDa 


M 
972 = 
664 Ww 

E 


44.3 — —— 


290 ww 


201 % 
图 4 不 同 信号 肽 介 导 的 LeuDH AE E3 SDS-PAGE 分 析 


Fig.4 SDS-PAGE analysis of LeuDH extracellular activity via different signal peptides 
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M: Protein Marker(Low)1: 168/pMAS 2: 168/pMALipB 3: 168/pMANDprE 4: 
168/pMAAmyQ 5: 168/pMASacB 6: 168/pMALipA 7: 168/pMAYwbN 8: 168/pMAPhoD 
2.3 重组 LeuDH 纯化 
将 重组 菌 发 酵 上 清 离心 .过 滤 膜 后 上 钊 柱 纯化 .咪唑 浓度 为 330mM 时 LeuDH 
开始 洗 脱 ，428mM 为 最 佳 洗 脱 浓度 。 纯 化 后 酶 活 达 到 13U/mg， 对 纯 酶 跑 
SDS-PAGE 电泳 ， 得 到 单一 条 带 (图 5)。 
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图 5 重组 亮 氮 酸 脱氧 酶 纯化 UV 峰 图 Ca) 及 SDS-PAGE 鉴定 (b) 


Fig. 5 UV absorption peak of purified leucine dehydrogenase (a) and SDS-PAGE analysis(b) 
2.4 重组 LeuDH 酶 学 性 质 分 析 
2.4.1 动力 学 参数 测定 
Km 值 是 酶 的 特征 性 常数 之 一 ， 它 不 仅 是 酶 性 质 的 体现 ， 而 且 在 实际 应 用 中 
也 发 挥 重 要 作用 。 测 定 亮 氨 酸 脱氧 酶 对 底 物 L-Leucine 的 Km 值 和 Vnax 值 。 结 果 
分 别 为 6.17mM, 14.49umol * min! * mg! (图 6)。 由 Km 值 可 知 ，L-leucine 是 
比较 合适 的 底 物 。 
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2.4.2 ” 底 物 特异 性 测定 


根据 己 有 报道 03， 选 择 不 同 底 物 进行 特异 性 分 析 ， 结 果 见 表 3。 从 结果 中 可 


z| 6 LeuDH 对 底 物 L-leucine WIZ) 77 ^£ HAZ 


以 看 出 亮 氮 酸 脱 氨 酶 对 不 同 的 氨基 酸 都 能 表现 出 活性 , 其 中 对 大 多 数 脂肪 族 氨基 
酸 的 支 链 结构 影响 酶 的 活性 ; 对 


酸 没 有 活性 。 


底 物 
L-leucine 
L-Isoleucine 
L-Valine 
L-Norvaline 
L- Alanine 


L-Methionine 


L- Phenylalanine 
243 RÆ pH 及 pH 稳定 
pH 对 酶 的 影响 主要 体现 在 影响 酶 结构 的 稳定 
基 团 的 解 离 状态 ,在 pH 4.0-12.0 范 


酸 有 活性 且 相 对 活性 较 高 , 氨基 


K 3 LeuDH 氧化 反应 底 物 特异 性 


Fig. 6 Dynamic curve of LeuDH to substrate L-leucine 


Table 3 Substrate Specificity of LeuDH Oxidation 


ut 


在 pH IRF 5.0 及 高 于 11.0 后 酶 活 明 显 下 降 。 


结构 


pH 6.0-11.0 (25°C, 16h) 稳定 性 相似 。 


围 内 研究 重组 酶 的 最 


相对 酶 活 (%) 
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性 及 酶 分 子 和 底 物 分 子 上 某 些 
适 反应 pH 及 pH 稳定 性 ， 


结果 如 图 7 所 示 。 酶 最 适 pPH>10.35， 且 在 pH 5.0-11.0 范围 内 均 显 示 出 高 活力 ， 


一 些 芳 香 族 氨基 


与 上 海蓝 园 商 业 化 亮 氨 酸 脱 气 酶 在 


1.0 


酶 活 残留 率 (90) 
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7 LeuDH 最 适 pH(a) 及 pH 稳定 性 (b) 


Fig. 7 LeuDH optimum pH (a) and pH stability (b) 


2.4.4 最 适 温度 和 温度 稳定 性 

温度 过 低 或 过 高 ， 都 影响 酶 的 活性 。 只 有 在 最 适 温度 下 ， 酶 活力 才能 发 挥 最 
佳 水 平 。 如 图 8 所 示 ， 重 组 酶 的 最 适 反 应 温度 为 55'C ， 之 后 随 着 温度 的 升 高 酶 
变性 ， 活 性 下 降 。 与 相同 来 源 的 LeuDH 在 E.coli 表达 最 适 温 度 37C 相 比 明 显 提 
高 四 ， 耐 热 性 增强 ， 酶 液 置 于 30-70C 放 置 20 min， 在 60C 酶 活 残留 率 保持 80% 
以 上 ,证明 良好 稳定 性 。 
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图 8 LeuDH 最 适 温 度 (a) 及 温度 稳定 性 (b) 


Fig. 8 LeuDH optimum temperature (a) and temperature stability (b) 
24.5 二 级 构象 变化 
将 LeuDH 进行 变温 二 级 结构 分 析 ， 见 图 9。 温度 较 低 时 ， 酶 的 二 级 结构 吸 
收 峰 完 整 ， 温度 升 高 至 85'C， 吸 收 峰 破坏 严重 ， 大 部 分 处 于 解 折 车 状态 ，a 螺 
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旋 含 量 逐 渐 降 低 ， 仅 为 11.4%， 说 明 a 螺旋 结构 完整 利于 酶 的 稳定 ， 见 表 4。 对 
于 65C 时 8 折 有 登 和 转角 含量 出 现 较 大 波动 ， 可 能 是 由 于 此 时 同 源 多 聚 体 多 处 于 
解 聚 状态 ， 更 多 的 结构 暴露 导致 的 。 
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T &| 9 不 用 温度 下 LeuDH 圆 二 色谱 分 析 


Fig. 9 Analysis of circular dichroism of LeuDH under different temperature 


3€ 4 不 用 温度 下 LeuDH 二 级 结构 分 析 


Table. 4 Analysis of secondary structure of LeuDH under different temperature 


温度 da 螺旋 (%) BHE (90 转角 〈%) 无 规 卷曲 (%) 
25°C 82.1 1.1 7.6 9.2 
45'C 76.5 0.9 7.2 15.4 
55°C 75.9 0.8 6.9 16.4 
65°C 17.4 23.5 18.6 40.5 
85°C 11.4 8.0 6.7 73.9 


2.4.6 Tm 值 的 测定 

Ta 值 为 加 热 使 DNA 双 链 解 螺 旋 至 一 半 时 的 温度 ， 是 引物 的 一 个 重要 参数 。 
Nano DSC 测定 Tm 为 64.13°C, AH=877.5KJ/mol, XES RAE A Tm 值 仅 
显示 单个 峰 (图 10). 5; TOYOBO 商业 化 Bacillus sp. 源 LeuDH 温度 稳定 性 小 于 
60C 相 比 ， 热 稳定 性 好 。 


-——m | WOStateScaled — um mm Raw Data 


^ on NWA O 


Analysis Data (uJ / s) 


50 60 
Temp (^C) 


10 重组 LeuDH Tn f 


Fig.10 Tm of recombinant LeuDH 
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将 来 源 于 B.cereus 的 亮 氮 酸 脱氧 酶 基因 转化 到 B.subtilis 168 中 ， 首 次 实现 
LeuDH 在 枯草 芽孢 杆菌 中 的 表达 。 为 进一步 提高 LeuDH 的 胞 外 活性 ， 根 据 信号 
Hk N 端 电 蓓 数 不 同 ， 选 择 Sec 途径 和 Tat 途径 共 7 种 信号 肽 进行 研究 。Sec 途径 
中 N 端 电荷 数 为 4、3、2、2 的 信号 肽 AmyQ、SacB、LipB 和 NprE， 胞 外 活性 
分 别 为 16.80U/ml、14.09U/ml、0.23U/ml、0.13U/ml; Tat 途径 中 N 端 电 蓓 数 为 6、 
5、4 的 信号 肽 PhoD、YwbN 和 LipA 胞 外 活性 分 别 为 20.25U/ml、1.91 U/ml 和 
0.78 U/ml. 

两 种 途径 呈现 相同 效果 ，N 端 电荷 数 高 ， 和 蛋白 分 泌 表 达 量 高 ， 表 明 NX 
荷 数 影响 蛋白 分 泌 表 达 ， 电 荷 数 提高 有 一 定 促进 作用 。 信 号 肽 PhoD 是 目前 唯一 
严格 按照 Tat 途径 分 泌 表 达 的 信号 肽 09， 该 信号 肽 分 泌 效 果 和 活性 最 佳 。Tat 途 
径 可 能 更 适合 LeuDH 的 分 泌 表 达 。 信号 肽 的 筛选 和 优化 促进 了 LeuDH 在 枯草 芽 
孢 杆菌 中 的 分 泌 效 果 和 表达 活性 。 

酶 学 性 质 分 析 看 出 ， 酶 对 底 物 L-Leucine 的 Km 为 6.17mM, Vmax 为 
14.49umol-min!-mg"!, JSR AARC; 酶 底 物 谱 广 ， 除 天 然 底 物 L-leucine 外 ， 
对 部 分 脂肪 族 氨 基 酸 表现 活性 ; 最 适 pH W 10.5-12.0, pH 稳定 性 范围 为 5.0-11.0， 
有 良好 的 pH 耐 受 性 ， 最 适 反 应 温度 为 SSC， 酶 液 在 60C 放 置 20min 酶 活 残 留 
率 保持 80% 以 上 ， 有 良好 热 稳定 性 ， 圆 二 色谱 变温 扫描 酶 二 级 结构 变化 ， 表 明 a 
螺旋 结构 完整 利于 酶 的 稳定 ; Tm 测定 为 64.13'C， 进 一 步 证 明 酶 热 稳定 性 高 

可 为 工业 上 高 产 亮 氨 酸 脱氧 酶 提供 参考 。 
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The Effect of Signal Peptides on the Expression of Leucine 


Dehydrogenase and Enzymatic Properties in Bacillus subtilis 


WANG Nan ZHANG Ling LIN Rong JIN Lv-hua SONG Zu-kun YANG Hai-lin 
(Jiangnan University, Laboratory of Biological Fermentation and Separation, Wuxi 214122, China) 
Abstract According to the different N-terminal positive charges, Sec and Tat passway 

signal peptides were selected to construct the shuttle plasmid with pMAS, which was the first time 
that the leucine dehydrogenase gene from Bacillus cereus was efficiently secreted in Bacillus 
sutilis. The results showed that PhoD signal peptide had the highest exogenous activity, reaching 
20.25U/ml, which was 2.2 times higher than that without signal peptide. The enzymatic properties 
of the purified leucine dehydrogenase were investigated. The purified enzyme expression level 
was 13U/mg; the Michaelis constants Km and Vmax were 6.17mM and 14.49umol * min! * mg! 
for L-leucine, separately. The enzyme had the best affinity with the natural substrate L-Leucine, 
and showed activity toward some the aliphatic amino acids; no activity was observed for the 
Aromatic amino acids L-Phenylalanine; the optimum pH was 10.5~12.0 and the stability was 
maintained at pH 5.0-11.0; the optimum reaction temperaturewas 55 °C , The changed of the 
secondary structure at different temperatures by circular dichroism proved that the a-helical t 
a-helix content gradually decreased with increasing temperature; DSC measured Tm value of 
64.13°C, indicating that the enzyme had high thermal stability.. 
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